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1 Uvop

Predkladany soubor specializovanych map s odbornym obsahem je jednim z vystup( projektu
“Emergentni polutanty ve slozkach Zivotniho prostredi ”, ¢. TBO30MZP001 podpofeného programem
BETA Technologické agentury Ceské republiky.

Pfi sledovani environmentalnich smési zahrnujicich fadu emergentnich polutant je velmi vhodné
doplnit chemickou analyzu, tedy kvantitativni stanoveni vybranych polutant(, také toxikologickymi
analyzami charakterizujicimi toxicky potencial pfitomnych polutantd. Hlavnim cilem tohoto souboru
map je vizualizovat informace o potencidlnich biologickych efektech smési latek ve vybranych
slozkach prostredi. V prabéhu reseni projektu byly zpracovany soubory map, které prezentuji pilotni
data o kontaminaci prostfedi hodnocené pomoci toxikologickych metod. Byly pfipraveny mapy ze
studii vyskytu specifického toxického potencidlu ve vodnim prostiedi, vovzdusi a ve vnitfnim
prostiedi budov. Vzorky pro toxikologické analyzy byly odebrany, zpracovany a extrahovany vidy
paralelné se vzorky pro chemické analyzy, ovSem bez pfidavku internich standard(, které by mohly
interferovat se sledovanymi biologickymi aktivitami. Podrobnosti k odbéru a zpracovani vzorkd jsou
uvedeny u jednotlivych studii.

Zobrazovana data o potencialnich biologickych efektech smési polutantli v odebranych vzorcich
v jednotlivych studiich zahrnuji vidy sadu vybranych toxickych potencial relevantnich pro dany typ
prostfedi. Naruseni signalovani bunécnych receptorl, na néZ se zaméfuje tento soubor map
(estrogenni, androgenni, aryl-hydrokarbonovy, thyroidni), hraje zasadni roli v celé radé skodlivych
ucinkd emergentnich polutantll, zejména v endokrinni disrupci (Janosek et al., 2006; Kortenkamp et
al., 2012). K charakterizaci specifického toxického potencialu byly vyuZity zejména biotesty zamérené
na estrogenni a antiestrogenni aktivitu, androgenni a antiandrogenni aktivitu a toxicitu dioxinového
typu zprostiedkovanou aryl-hydrokarbonovym receptorem. Tyto biotesty byly vybrany z toho
dlvodu, Ze detekuji polutanty s casto diskutovanymi mechanismy ucinku (Janosek et al., 2006;
Kortenkamp et al.,, 2012). S ohledem na rostouci pocet emergentnich polutantl, které mohou
pUsobit i jinymi mechanismy Gcinku, byla sada biotestll pro studie zatiZzeni vnitfniho prostredi
rozsitena o biotesty pro hodnoceni thyroidni aktivity a biotest pro hodnoceni cytotoxicity vzorkd na
bunkach dychaci soustavy.

Detekce uvedenych potencidlnich biologickych efektd probiha s vyuZitim biotestl zaloZenych na
luminometrickém stanoveni reportérového genu luciferdzy exprimované po aktivaci pfislusSného
receptoru v transgennich bunécénych liniich. Prvnim krokem hodnoceni ucink( vzork( je test
cytotoxicity a stanoveni netoxické koncentrace pro bunééné modely (Brack et al., 2016) k testovani
specifickych Gcink(. Hodnoceni toxicity dioxinového typu je provadéno za vyuZiti bunécné linie
AZ-AHR pfipravené z lidské bunécéné linie jaterniho karcinomu HepG2 transfekci genem pro luciferazu
pod kontrolou aryl-hydrokarbonového receptoru (Novotna et al., 2011). Alternativné je také
pouzivana bunécéna linie H4lIE-luc, coZ je bunécna linie pfipravena z linie potkaniho hepatomu H4IIE
transfekci genem pro luciferdzu (Ersekovd et al., 2014). Tento gen je pod kontrolou aryl-
hydrokarbonového receptoru (AhR), méfime tedy aktivitu latek zprostfedkovanou timto receptorem,
také nazyvanou toxicita dioxinového typu. Hodnoceni estrogenni a antiestrogenni aktivity vzork( je
provadéno za vyuziti bunééné linie HeLa9903 pfipravené z lidské bunééné linie karcinomu délozniho
¢ipku Hela transfekci genem pro luciferdzu pod kontrolou estrogenniho receptoru (OECD, 2012).
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Alternativné je také pouzivdna bunécna linie MVLN pfipravena zlidské bunécné linie prsniho
karcinomu MCF-7 transfekci genem pro luciferdzu (Ersekova et al., 2014). Hodnoceni androgenni
a antiandrogenni aktivity vzork( je provadéno za vyuziti bunécéné linie MDA-kb2 ptipravené z lidské
bunécné linie prsniho karcinomu MDA-MB-453 transfekci genem pro luciferdzu pod kontrolou
androgenniho a glukokortikoidniho receptoru (Neale et al., 2015). Pro odliSeni androgenni aktivity od
mozné glukokortikoidni aktivity je potencidlni androgenni aktivita potlacena pfidanim antiandrogenni
latky flutamidu. Vhodné je i vyuZiti transgenniho kvasinkového modelu Saccharomyces cerevisiae,
kde gen pro luciferazu je pod kontrolou androgenniho receptoru (Leskinen et al., 2005). Hodnoceni
thyroidni aktivity vzorkl je provadéno za vyuZziti bunécné linie PZ-TR pripravené z lidské bunécné linie
jaterniho karcinomu HepG2 transfekci genem pro luciferazu, jehoZz exprese je fizena thyroidnim
receptorem (lllés et al., 2015). Ve studiich zamérenych na akvatické prostfedi byla cytotoxicita
podrobné hodnocena pomoci luminometrického stanoveni Zivotaschopnosti bunék rekombinantnich
kvasinek Saccharomyces cerevisiae po expozici testovanym vzorklm (Leskinen et al., 2005). Pro
detailni hodnoceni cytotoxického potencidlu vzorkl z vnitiniho prostfedi byla vyuZita bunécna linie
lidského bronchialniho epitelu BEAS-2B (Ovrevik et al., 2010).

Principem biodetekce za pouziti uvedenych transgennich bunécnych linii je stanoveni aktivity
reportérové luciferazy po aktivaci prislusného receptoru. Kvantifikace celkového potencidlu smési
pritomnych polutantd plsobit sledovanym mechanismem Ucéinku se provadi vyjadrenim
v ekvivalentech koncentrace modelové latky. Naptiklad pfi hodnoceni estrogenity (linie HeLa9903
nebo MVLN) je modelovym estrogenem 17B-estradiol a mnozstvi latek ve vzorku pusobicich
estrogennim mechanismem Ucinku se vyjadfuje v ekvivalentech koncentrace této latky, napft. v ng/l
EEQ (EEQ - 17B-estradiol ekvivalent), kterd by zpUsobila stejny ucinek jako testovany vzorek.
Analogicky to plati i pro ostatni typy mechanismd ucinku. Androgenita vzorku se vyjadfuje
v ekvivalentech koncentrace modelového androgenu dihydrotestosteronu (linie MDA-kb2). Toxicita
dioxinového typu vzorku se vyjadfuje v ekvivalentech koncentrace modelové latky 2,3,7,8-
tetrachlordibenzo-p-dioxinu (TCDD), tedy v tzv. toxickych ekvivalentech (BIOTEQ). Thyroidni aktivita
vzorku se vyjadfuje v ekvivalentech koncentrace modelového thyroidniho hormonu trijodtyroninu
(T3).

Antagonistické Gcinky vzorkd se stanovuji tak, Ze spolecné s testovanym vzorkem jsou burky
ko-exponovany i stfedni efektivni koncentraci (ECso, tedy koncentrace latky vyvolavajici 50%
ucinek) modelové latky pfislusné pro dany typ mechanismu Ucinku. Napfiklad pfi stanovovani
antiestrogenni aktivity vzorku je modelovym estrogenem jiz zminény 17B-estradiol, ktery se pridava
k testovanému vzorku v koncentraci odpovidajici hodnoté ECso. Antiestrogenni efekt je pak vyjadren
jako index antiestrogenity, coz je inverzni hodnota koncentrace vzorku vyvolavajici specifickou miru
poklesu aktivity oproti tomuto pfidanému modelovému estrogenu. Optimalni je vyjadiovat tyto
koncentrace na urovni stfedni antagonistické koncentrace (ICso pro antagonisticky ucinek). Bohuzel
komplexni environmentdlni vzorky c¢asto vykazuji vyznamnou odpovéd v biotestech, kterd ale
nedosahuje Urovné 50% odpovédi proti standardni modelové latce. V pfipadé, Ze ucinky byly
statisticky vyznamné, ale antagonisticky ucinek vétSiny vzorkd nedosahl hodnoty ICso, by Gcinky u
vétsiny vzorkd nebyly kvantifikovany. V tomto pfipadé se pro kvantifikaci antagonistickych ucinkd
zpravidla pouziva koncentrace zpUsobujici 20 nebo 25% Ucinek (ICx Ci 1Cy5), kterého dosahla velka
Cast vzork(, a tudiz umoznuje dobrou kvantifikaci biologickych potencialli a jejich srovnani mezi
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riznymi lokalitami. Stejny pristup se vyuZiva i pfi hodnoceni antiandrogenity a cytotoxicity, kde
hodnotime index antiandrogenity a index cytotoxicity. Vyssi hodnoty téchto indexd tedy indikuji vyssi
specificky toxicky potencidl. Pfipadné lze screeningovd data pro relativni srovnani mezi lokalitami
vyjadrit jako velikost antagonistického Ucinku urcité koncentrace vzorku v procentech. Tohoto
pfistupu bylo vyuZito v prvni uvedené studii, kde antiandrogenni aktivita vzork(i sedimentu byla
vyjadrena jako procentualni inhibice odpovédi standardniho androgenu. V pripadé studie se vzorky
vzduchu a prachu zvnitfniho prostfedi byly antiestrogenita a antiandrogenita vyjadieny
v ekvivalentech koncentrace specifickych inhibitord dané signalni drahy, standardniho antiestrogenu
fulvestrantu a standardniho antiandrogenu flutamidu.

U map jsou specifikovany limity kvantifikace (LOQ) zobrazovaného potencialniho biologického efektu.
Hodnoty pod limitem kvantifikace jsou v grafech vykresleny sedou barvou na Grovni LOQ/2.

2 MAPOVE LISTY

Predkladany soubor map obsahuje série studii zamérenych na rdzné slozky prostiedi. Celkové jsou
zahrnuty vysledky ze sedmi studii, ¢tyfi z nich jsou zaméreny na akvatické prostiedi, dvé na vnéjsi
ovzdusi a jedna na vnitfni prostfedi budov.

Ctyfi studie prinaseji data o potencidlnich biologickych efektech latek v environmentalnich smésich
z rznych typl akvatickych ekosystémui. V mapach jsou prezentovana data ohledné kontaminace
vody (vzorkované i pomoci pasivnich vzorkovacl) a sedimentl jako dulezitych sledovanych matric
z hlediska vyskytu emergentnich polutantd.

UZivatelem téchto vysledk( je nejen odbornd verejnost, ale také statni a regionalni sprava vcetné
odbord MZP, které mohou vysledky uplatnit k pInéni povinnosti CR v rdmci mezinarodnich umluv.
Dalsi cilovou skupinou uZivateld jsou i firmy a instituce zabyvajici se kvalitou a znecisténim vnitfniho a
vnéjéiho prostiedi a vodniho ekosystému. V podminkach CR jsou to zejména zdravotni Ustavy, mistni
samospravy, hygienické stanice a spolec¢nosti zodpovédné za kvalitu a hygienicky stav uzZivanych
staveb, dale pak statni podniky Povodi a Cesky hydrometeorologicky Ustav.

2.1 PROSTOROVA A CASOVA VARIABILITA POTENCIALNICH BIOLOGICKYCH EFEKTU V DNOVYCH
SEDIMENTECH REKY MORAVY A JEJIHO PRITOKU DREVNICE NA ZLiNSKU

Tato studie podrobné charakterizuje specifické toxické potencidly kontaminantd fi¢nich sedimenta.
Popisuje sezénni a prostorovou variabilitu kontaminace sedimentli latkami s dioxinovym
a endokrinné-disruptivnim potencidlem v reprezentativni prlimyslové oblasti. Sedimenty byly
vzorkovany v mési¢nim intervalu (28 dni) od cervence 2007 do cervence 2008 na péti lokalitach
v jihovychodni ¢asti Ceské republiky. Vybrana byla feka Morava a jeji pfitok Drevnice, jejich? voda
i sediment jsou historicky zatizené okolni intenzivni hospodafskou a priimyslovou cinnosti. Lokalita
Bélov (BE) lezi na fece Moravé nad soutokem s fekou Drevnici. Lokalita Malenovice (MA) leZi na fece
Drevnici a je zatizena primyslovymi a komundlnimi odpadnimi vodami z aglomerace Zlina
a Otrokovic. Profil Spytihnév (SP) je lokalizovan pod soutokem rfeky Moravy s fekou Drevnice. Lokality
Certak (CE) a Certak - mrtvé rameno (CR) leii dale po toku feky Moravy a byly vybrany tak, aby
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na nich bylo moZné provést srovndni znecisténi v ficnim korytu aktivniho toku a jeho slepych
ramenech. Lokality MA, SP, CE a CR jsou po proudu od komunalnich Cistiren odpadnich vod. Oproti
tomu lokalita BE se nachazi po proudu od malych mést a vesnic bez Cistiren odpadnich vod.

Vzorkovaci tyci byl odebran vidy jen povrchovy sediment (max. 10 cm) ve vzdalenosti cca 1 az2 m od
brehu feky. Reprezentativni vzorky Ficnich sedimenti z kazdé lokality byly pfipraveny smichanim péti
az osmi diléich vzorkl odebranych na rozloze cca 4 m? Po prevezeni vzorkd do laboratofe byly
ze sedimentl odebrany kusy materidld vétsi nez 1 cm a sedimenty byly lyofilizovany. Suché vzorky
sedimentl byly nasledné homogenizovany, pomlety, prosety (2mm sito) a uskladnény pfi -20 °C.

Pro testovani vzork( sediment(l v biotestech bylo pouZito 20 g lyofilizovaného sedimentu, ktery byl
extrahovan 1 hodinu dichlormethanem (DCM) pomoci automatizovaného Soxhletova extraktoru
(B-811 Biichi, Svycarsko). Extrakty byly o3etifeny praskovou aktivni médi pro odstranéni siry
a zkoncentrovany pomoci proudu dusiku. Cast extraktu byla prevedena do ethanolu (EtOH)
a dimethylsulfoxidu (DMSO). Pro testovani pfipravenych vzork( byly v této studii pouzity tfi linie
savéich bunék s transfekovanym luciferdzovym genem. Toxicita dioxinového typu byla stanovend
pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-luc. Estrogenita byla stanovena pomoci in vitro
biotestu na bunécné linii MVLN. Androgenita a antiandrogenita byly stanoveny pomoci in vitro
biotestu na bunécné linii MDA-kb2. Vysledky této studie jsou prezentovany v mapach 1 - 5:
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Mapa €. 1 Prehledovd mapa odbérovych lokalit studie prostorové a ¢asové variability potencialnich
biologickych efektd v dnovych sedimentech reky Moravy a jejiho pfitoku Dfevnice na Zlinsku.
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Mapa ¢. 2 Androgenita (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho androgenu
dihydrotestosteronu (DHT-EQ)) v extraktech dnovych sedimentl feky Moravy a jejiho pfitoku
Drevnice na Zlinsku stanovend pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MDA-kb2. Limit kvantifikace
(LOQ) je 580 pg/g. Pokud neni u vzorku zobrazena zadna hodnota, nebyl z technickych divodd
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Mapa ¢. 3 Antiandrogenni aktivita v extraktech dnovych sediment( z feky Moravy a jejiho pritoku
Drevnice na Zlinsku stanovend pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MDA-kb2. Screeningova data
jsou vyjadrena v procentech inhibice odpovédi standardniho androgenu dihydrotestosteronu (1 nM)
zplsobené extrakty o koncentraci 50 mg/ml. Pokud neni u vzorku zobrazena zddna hodnota, nebyl z

technickych ddvod( analyzovan.
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Mapa ¢. 4 Estrogenita (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho estrogenu
17B-estradiolu (EEQ)) v extraktech dnovych sedimentl feky Moravy a jejiho pritoku Drevnice

na Zlinsku stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MVLN. Limit kvantifikace (LOQ) je 3,25
pg/g. Pokud neni u vzorku zobrazena Zzadna hodnota, nebyl z technickych dlivodl analyzovan.
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Mapa ¢. 5 Toxicita dioxinového typu (vyjadrena jako ekvivalentni koncentrace 2,3,7,8-
tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ)) v extraktech dnovych sediment( feky Moravy a jejiho pfitoku

Drevnice na Zlinsku stanovend pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-/luc. Pokud neni u
vzorku zobrazena Zadna hodnota, nebyl z technickych divodU analyzovan.
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2.2 SEZONALITA POTENCIALNICH BIOLOGICKYCH EFEKTU V POVRCHOVE A KOMUNALNI

ODPADNI VODE A V SEDIMENTECH V AGLOMERACI MESTA BRNA

Tato dvouleta studie charakterizuje trendy a variabilitu znecisténi v povodi dvou fek v oblasti s Fadou
priimyslovych cinnosti. Vzorky byly odebirany v druhé nejvétsi méstské aglomeraci (Brno) v Ceské
republice. Mésto Brno s400 000 obyvateli se rozkladd v povodi Fek Svratky a Svitavy. Cistirna
odpadnich vod (COV) v Brné-Modficich slouzi k ¢isténi odpadnich vod pfivddénych systémem
kanalizacnich stok z mésta Brna a ve stdle vétsi mife prostfednictvim soustavy Cerpacich stanic
i z Sirokého okoli Brna. Bylo vybrano 9 vzorkovacich lokalit na trech fekach Svratka, Svitava
a Bobrava. Vzorkovaci mista na fece Svratce byla nad Brnem v méstské ¢dasti Kninicky pod prehradou
(lokalita 1) a pod Brnem pred soutokem s fekou Svitavou (lokalita 2). Na fece Svitavé byla vzorkovaci
mista Bilovice nad Svitavou (malé mésto nad Brnem, lokalita 3), pod Brnem pak pred soutokem
s fekou Svratkou (lokalita 4). Dalsi odbérova mista byla na pritoku (lokalita 5) a odtoku (lokalita 6)
odpadnich vod na COV Modfice, kterd se nachazi pod soutokem teky Svratky a Svitavy. Sedimenty
nebyly na lokalité 5 (pfitok odpadnich vod na COV) vzorkovany, lokalita 6 byla v pfipadé odbéru
sedimentl umisténa v rece Svratce pod vypusti odpadnich vod. Treti vzorkovanou fekou byla
Bobrava (lokalita 9), ktera se vléva do Svratky pod Cistirnou odpadnich vod. Dalsi dvé odbérova mista
byla dale po proudu na fece Svratce pod soutokem s fekou Bobravou v blizkosti mensich mést
Rajhradice (lokalita 7) a Zidlochovice (lokalita 8).

Vzorkovani probihalo vletech 2007 - 2008, vidy na jafe a na podzim. Pro hodnoceni uUrovné
znecisténi byly odebirany dva typy vzork(: voda a sediment. Sediment se odebiral vzorkovaci tyci.
Pouzit byl jen povrchovy sediment (5-10 cm) odebrany ve vzdalenosti cca 1 aZz 2 m od brehu feky.
Ze sedimentl byly odebrany vétsi kusy materidld jako drevo, listi, kameny vétsi nez 1cm a sedimenty
byly lyofilizovany. Suché vzorky sedimentl byly nasledné homogenizovany, pomlety a prosety (2mm
sito). Pro testovani vzorkd sedimentl v biotestech bylo pouzZito 5 g lyofilizovaného sedimentu, ktery
byl extrahovan hexan: acetonem (3:1) automatickym Soxhletovym extraktorem (B-811 Biichi,
Svycarsko). Na ziskani vzork vody byly pouzity dva typy pasivnich vzorkovaéd: s polopropustnou
membranou (SPMD) pro hydrofobni kontaminanty a vzorkovace POCIS pro polarni a hydrofilni
slouceniny. Vzorkovani probihalo dle metody Grabic et al. (2010). Vzorkovade byly umistény
v hloubce 0,5-1 m po dobu 21-28 dni. Po ukonceni vzorkovaci doby byly membrany az do analyzy
skladovany v uzavienych nadobdach v mraznicce pfi teploté -18 °C. K eluci latek ze vzorkovace SPMD
byl pouzit hexan a z POCIS kombinace rozpoustédel dichlormethan:methanol:toluen (8:1:1). Extrakty
byly zkoncentrovany pomoci proudu dusiku. Cést kazdého extraktu byla pfevedena do DMSO pro
testovani in vitro. Toxicita dioxinového typu byla stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii
HA4lIE-luc, antiestrogenita na bunécné linii MVLN, antiandrogenita na bunécné linii MDA-kb2.
Cytotoxicita byla podrobné hodnocena pomoci luminometrického stanoveni Zivotaschopnosti bunék
rekombinantnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae exponovanych testovanym vzorkim (Leskinen
et al., 2005). Vzorkovaci rychlosti SPMD pro vypocet navzorkovaného mnozstvi vody byly vypocitany
pomoci 4 provoznich referencnich latek (dio-acenaften, dio-fluoren, dio-fenantren, di,-chrysen).
Potrebné hodnoty rozdélovacich koeficientll latek v systému vzorkova¢ SPMD-voda byly odhadnuty z
hodnot rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda metodou podle Huckins a kol. (2006). Na zakladé
kvalifikovaného predpokladu, Zze akumulace latek se sledovanymi ucinky do vzorkovace POCIS je
béhem celé doby jejich expozice Casové integrativni (tj. v pripadé konstantni koncentrace ve vodé
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roste koncentrace ve vzorkovaci linedrné v ¢ase) (Alvarez et al., 2007), jsou vysledky normalizovany a
vyjadreny jako potencialni biologické efekty latek akumulovanych za 21 dni expozice. Normalizace
byla provedena s cilem zjednodusit srovnatelnost vysledk( mezi rlznymi lokalitami. Vysledky
hodnoceni potencialnich biologickych efektll z této studie jsou prezentovany v mapach ¢. 6 — 18:
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Mapa €. 6 Prehledovd mapa odbérovych lokalit studie potencialnich biologickych efektd v povrchové a komundlni odpadni vodé a v sedimentech
v aglomeraci mésta Brna.
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Mapa €. 7 Index cytotoxicity (vyjadreny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpUsobujici 50%
cytotoxicitu (1/ICs)) v extraktech dnovych sedimentl fek Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci
mésta Brna, stanoveny v testu na rekombinantnich kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Pokud neni
u vzorku zobrazena Zadna hodnota, nebyl z technickych dlivod( analyzovan.
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Mapa ¢. 8 Index antiandrogenity (vyjadreny jako reciproc¢ni hodnota koncentrace zpUsobujici 50%
inhibici odpovédi (1/1Csp) standardniho androgenu dihydrotestosteronu, 1 nM) v extraktech dnovych
sediment( fek Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanoveny pomoci in vitro biotestu
na bunécéné linii MDA-kb2. Pokud neni u vzorku zobrazena Zadna hodnota, nebyl z technickych
ddvodu analyzovan. Limit kvantifikace (LOQ) je 123 (g/ml)™. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa €. 9 Index antiestrogenity (vyjadifeny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpUsobujici 50%
inhibici odpovédi (1/ICso) standardniho estrogenu 17B-estradiolu, 33 pM) v extraktech dnovych
sediment( fek Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanoveny pomoci in vitro biotestu
na bunécné linii MVLN. Pokud neni u vzorku zobrazena Zadna hodnota, nebyl z technickych dlivodu
analyzovan. Limit kvantifikace (LOQ) vzorku z odbérovych kampani podzim 2007 a podzim 2008 je 91

(g/ml)™. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 10 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ)) v extraktech dnovych sedimentl fek Svratky, Svitavy
a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4IIE-/uc.
Pokud neni u vzorku zobrazena zadnda hodnota, nebyl z technickych ddvod(l analyzovan.
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Mapa €. 11 Index cytotoxicity (vyjadfeny jako reciprocni hodnota koncentrace zpusobujici 20%
cytotoxicitu (1/1Cy0)) v extraktech pasivnich vzorkovaél vod SPMD z feky Svratky, Svitavy a Bobravy v
aglomeraci mésta Brna stanoveny v testu na rekombinantnich kvasinkdch Saccharomyces cerevisiae.
Pokud neni u vzorku zobrazena zadnd hodnota, nebyl z technickych dlvodl analyzovan. Limit
kvantifikace (LOQ) pro lokalitu 3 z odbérové kampané podzim 2007 je 0,68 (I/ml)t. V grafu je
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Mapa €. 12 Index antiandrogenity (vyjadieny jako reciproéni hodnota koncentrace zpUsobujici 50%
inhibici odpovédi (1/1Cso) standardniho androgenu dihydrotestosteronu, 1 nM) v extraktech pasivnich
vzorkovacl vod SPMD z feky Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanoveny pomoci
in vitro biotestu na bunécné linii MDA-kb2. Pokud neni u vzorku zobrazena Zadna hodnota, nebyl z
technickych ddvodi analyzovan. Limity kvantifikace (LOQ) pro odbérové kampané jaro 2007, podzim
2007, jaro 2008 a podzim 2008 jsou 0,41, 2,38, 1,35, resp. 1,64 (I/ml)2. V grafech je uvedena

hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 13 Index antiestrogenity (vyjadfeny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpUsobujici 20%
inhibici odpovédi (1/1Cx) standardniho estrogenu 17B-estradiolu, 33 pM) v extraktech pasivnich
vzorkovacli vod SPMD z fek Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanoveny pomoci in
vitro biotestu na bunécné linii MVLN. Pokud neni u vzorku zobrazena zddna hodnota, nebyl z
technickych davod( analyzovan. Limit kvantifikace (LOQ) pro odbérovou kampan podzim 2008 je 3,3
(I/ml)L. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 14 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ)) v extraktech pasivnich vzorkovacd vod SPMD z fek
Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné
linii H4lIE-luc. Pokud neni u vzorku zobrazena Zadnd hodnota, nebyl z technickych dlvodu
analyzovan. Limity kvantifikace (LOQ) pro odbérové kampané jaro 2007 a jaro 2008 jsou 1,81 resp.
3,91 pg/l. U vzorkd z lokalit 1 a 3 z kampané podzim 2008 jsou LOQ 4,1 resp. 2,45 pg/l. V grafech je
uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa €. 15 Index cytotoxicity (vyjadfeny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpusobujici 50%
cytotoxicitu (1/1Csp)) v extraktech pasivnich vzorkovaéli vod POCIS z feky Svratky, Svitavy a Bobravy v
aglomeraci mésta Brna stanoveny v testu na rekombinantnich kvasinkdch Saccharomyces cerevisiae.
Pokud neni u vzorku zobrazena zadnd hodnota, nebyl z technickych dlvodl analyzovan. Limit
kvantifikace (LOQ) pro odbérovou kampari jaro 2007 je 100 (POCIS/21 dni/ml)™. V grafech je uvedena
hodnota LOQ/2.
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Mapa €. 16 Index antiandrogenity (vyjadreny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zputsobujici 50%
inhibici odpovédi (1/1Cso) standardniho androgenu dihydrotestosteronu, 1 nM) v extraktech pasivnich
vzorkovacl vod POCIS z feky Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanoveny pomoci
in vitro biotestu na bunécné linii MDA-KB2. Pokud neni u vzorku zobrazena Zadna hodnota, nebyl z
technickych dlivod( analyzovan. Limity kvantifikace (LOQ) pro odbérové kampané jaro 2007 a
podzim 2007 jsou 600, resp. 657 (POCIS/21 dni/ml); LOQ pro kampané jaro 2008 a podzim 2008 je
267 (POCIS/21 dni/ml)™. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 17 Index antiestrogenity (vyjadfeny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpUsobujici 50%
inhibici odpovédi (1/1Cso) standardniho estrogenu 17B-estradiolu, 33 pM) v extraktech pasivnich
vzorkovacli vod SPMD z fek Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanoveny pomoci in
vitro biotestu na bunécné linii MVLN. Pokud neni u vzorku zobrazena zddna hodnota, nebyl z
technickych dlivod(i analyzovan. Limit kvantifikace (LOQ) pro lokalitu 1 a 4 v kampani jaro 2007 je
210 (POCIS/21 dni/ml)™. Pro lokality 5 a 6 v kampani podzim 2008 jsou LOQ 2670 resp. 800 (POCIS/21
dni/ml)2. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 18 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ)) v extraktech pasivnich vzorkovacli vod POCIS z fek
Svratky, Svitavy a Bobravy v aglomeraci mésta Brna stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné
linii H4lIE-luc. Pokud neni u vzorku zobrazena Zadnd hodnota, nebyl z technickych dlvodu
analyzovan. Limity kvantifikace (LOQ) pro odbérové kampané jaro 2007, podzim 2007, jaro 2008 a
podzim 2008 jsou 0,21, 0,076, 0,12, resp. 0,15 ng/POCIS/21 dni. V grafech je uvedena hodnota

LOQ/2.
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2.3 TOXICITA DIOXINOVEHO TYPU A ESTROGENITA V POVRCHOVE VODE V PRAMENNYCH

OBLASTECH (HORNICH TOCICH) REK

Pro zhodnoceni specifickych toxickych potencialli v povrchové vodé v pramennych oblastech fek bylo
vybrano sedm hornich tokd (Tichd Orlice, Jizerka, Bobersky potok, Mze, Volyrika, Volarsky potok,
Zivny potok). Na nich byl sledovan vliv prvnich obci s &istirnami odpadnich vod (Kréliky, Jilemnice,
Cvikov, Tachov, Vimperk, Volary a Prachatice). VSechny vybrané lokality se nachdzeji v relativné
Cistych oblastech bez priimyslového zatiZeni. Sledované obce maji cca 1900 - 13000 obyvatel a objem
vody vypousténé z Cistiren odpadnich vod predstavoval na jednotlivych hornich tocich v priméru 4 —
30 % objemu vody v recipientu. Na ziskani vzork( vody byly pouZity pasivni vzorkovace POCIS pro
polarni a hydrofilni slou¢eniny. Jeden vzorkova¢ POCIS-Pest a jeden POCIS-Pharm (Exposmeter AB,
Svédsko) byl umistén vidy 2 — 5 km proti proudu toku (zalesnénd ¢ast bez antropogenniho znecisténi)
od prvniho sidla a komunalni ¢istirny odpadnich vod (COV) a druha sada vzorkovac@ byla umisténa
150 — 250 m pod COV. Viechny vzorkované oblasti byly v prostfedi lesd, pastvin nebo pfirozenych ¢i
polopfirozenych stanovist. Vétsina COV pracovala na principu biologického ¢isténi odpadnich vod za
pomoci aktivovaného kalu. Vzorkovaci zafizeni bylo ve vodnim toku umisténo 16 — 23 dni béhem
ledna nebo cCervna 2008. Na pfipravu extraktl z pasivnich vzorkovacl typu POCIS-Pharm byl pouZit
methanol a pro POCIS-Pest smés dichlormethan:methanol:toluen (8:1:1). Extrakty byly pro testovani
zakoncentrovany pomoci proudu dusiku.

Estrogenita v extraktech obou typU pasivnich vzorkovacli vod POCIS (Pharm, Pest) z hornich tok( rek
byla stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MVLN a toxicita dioxinového typu byla
stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-luc. Na zdakladé kvalifikovaného
predpokladu, Ze akumulace latek se sledovanymi Ucinky do vzorkovace POCIS je béhem celé doby
jejich expozice ¢asové integrativni (tj. v pfipadé konstantni koncentrace ve vodé roste koncentrace ve
vzorkovadi linearné v case) (Alvarez et al.,, 2007), jsou vysledky normalizovany a vyjadreny jako
potencialni biologické efekty latek akumulovanych za 20 dni expozice. Normalizace byla provedena s
cilem zjednodusit srovnatelnost vysledkd mezi rdznymi lokalitami. Vysledky této studie zobrazené
v mapach €. 19 — 21 uvadéji srovnani koncentraci estrogenniho a dioxinového ekvivalentu v POCIS
vzorkovacich exponovanych v hornich tocich fek vidy nad obci a pod obci a Cistirnou odpadnich vod.
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Mapa €. 19 Piehledova mapa odbérovych lokalit studie potencialnich biologickych efektl v povrchové vodé v pramennych oblastech (hornich tocich) rek.
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Mapa ¢. 20 Estrogenita (vyjadrenad jako ekvivalentni koncentrace standardniho estrogenu 17B-estradiolu (EEQ)) v extraktech dvou typU pasivnich vzorkovacu
vod POCIS (Pharm, Pest) z hornich tokd fek ovlivnénych prvnimi sidly s Cistirnami odpadnich vod stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécéné linii MVLN.
Limit kvantifikace (LOQ) vzorkovacl POCIS Pest je 0,4 ng/POCIS/20 dni. LOQ pro vzorkovace POCIS Pharm na lokalitach Kraliky, Jilemnice a Volary je 0,4
ng/POCIS/20 a na lokalité Prachatice 0,8 ng/POCIS/20 dni. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 21 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ))
v extraktech dvou typ( pasivnich vzorkovacl vod POCIS (Pharm, Pest) z hornich tok( fek ovlivnénych prvnimi sidly s Cistirnami odpadnich vod stanovena

pomoci in vitro biotestu na bunécéné linii HAIIE-/uc. Limit kvantifikace (LOQ) je 0,03 ng/POCIS/20 dni. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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2.4 ESTROGENITA VE STOJATYCH VODACH S MASOVYM ROZVOJEM VODNIHO KVETU SINIC

Tato dvouleta studie charakterizuje estrogenni aktivitu ve stojatych povrchovych vodach, zahrnujicich
rybniky, prehrady i mensi nadrze. Vzorky vody byly odebrany celkem z 20 lokalit s masovym
rozvojem vodniho kvétu sinic. Z toho 16 lokalit bylo v Ceské republice, pét lokalit v Jihomoravském
kraji (lokality 1-5) a jedendact v Jihoceském kraji (lokality 6 a 11-20). Ctyfi vodni nadrze/rybniky byly
vzorkovany v Madarsku (lokality 7-10). Kazda odbérova lokalita reprezentovala samostatné vodni
téleso — nadrz, prehradu ci rybnik. Jejich ndzvy a umisténi jsou uvedeny v mapé ¢. 22. Odbéry byly
realizovany v letnich mésicich (konec cervence - zafi) roku 2013 a 2014. Na kazdé lokalité bylo
odebrano 2,5 litru vody do tmavych sklenénych lahvi, které byly transportovany v chladicim boxu do
laboratore, uloZeny ve tmé pfi 4 °C a zpracovany do 24 hod. Vzorky byly centrifugovany pfi 3900 g a
filtrovany pres 0,6um papirové filtry k odstranéni ¢astic a bunék vodniho kvétu. Vzorky byly
zpracovany prostrednictvim extrakce na tuhou fazi (SPE). Byly pouZity C18 Oasis HLB kolony (1g,
Waters, Milford, USA) prekondiciované 10 ml methanolu a 10 ml vody. Na kolonu byly aplikovany 2
litry vody, eluce byla provedena 20 ml methanolu a eludty z kolony zakoncentrovany pro analyzy. V
téchto vzorcich byla analyzovana estrogenita pomoci in vitro transgenniho bunécného modelu
HelLa9903. Studie poukazuje na velmi ¢astou pfitomnost latek s estrogenni aktivitou ve stojatych
povrchovych vodach.
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Mapa €. 22 Prehledova mapa odbérovych lokalit studie estrogenity ve stojatych povrchovych vodach.
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Mapa €. 23 Estrogenita (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho estrogenu 17(B-estradiolu (EEQ)) v extraktech vzork(i vod odebranych
z rlznych stojatych vod stanovena pomoci in vitro biotestu na bunééné linii HeLa9903. Limit kvantifikace (LOQ) je 0,05 ng/l. V mapé je uvedena hodnota

LOQ/2.
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TFi studie pfinaseji data o potencidlnich biologickych efektech latek v environmentalnich smésich
zvnéjsiho ovzdusi a zvnitfniho prostfedi budov. V mapdach jsou prezentovdna data popisujici
kontaminaci plynné a casticové frakce ovzdusi a také prachu jako duleZitych sledovanych matric
z hlediska vyskytu emergentnich polutantd.

2.5 POTENCIALNI BIOLOGICKE EFEKTY VE VDECHNUTELNE FRAKCI VZDUSNEHO AEROSOLU

(PM10) A PLYNNE FRAKCI VOLNEHO OVZDUSi Z OBLASTI S RUZNYMI ZDROJI ZNECISTENI
Studie se zaméfila na vdechnutelnou frakci vzdusného aerosolu (PM10) a plynnou frakci volného
ovzdusi odebrané na osmi lokalitach v okoli Uherského Hradisté a Sesti lokalitach v Neratovicich. Jako
referencni lokalita slouZila observator v KoSeticich. Zajmové regiony byly vybrany tak, aby zahrnovaly
rGznorodé zdroje znecisténi ovzdusi. Hlavnim zdrojem znecisténi na observatofi KoSetice bylo
pravdépodobné zemédélstvi. Lokality v okoli Uherského Hradisté byly prevainé zatizeny zdroji
znecisténi z dopravy a cCastecné téZz z chemického primyslu (produkce barviv). V Neratovicich byl
predpokladanym hlavnim zdrojem znecisténi chemicky primysl. Vzorky byly odebrany v letnich
mésicich roku 2005 velkoobjemovymi cerpadly s kiemicitym filtrem (quartz filtr) a sorbentem PUF
(polyuretanova péna) pro odbér plynné a casticové frakce ovzdusi po dobu 4-7 dnd. Odbér dvou
typl matrice vyznamné rozsifuje spektrum navzorkovanych latek. Frakce PM10 obsahovala méné
volatilni latky, které se mohou dostat do dychaci soustavy ¢lovéka spolu s vdechnutym aerosolem.
Plynna frakce obsahovala prevaziné semivolatilni polutanty, které pronikaji do dychaci soustavy primo
s vdechnutym vzduchem. Filtry s odebranymi vzorky byly extrahovany dichlormethanem pomoci
automatizovaného Soxhletova extraktoru (B-811 Biichi, Svycarsko). Pro analyzu pomoci biotestd byly
vzorky prevedeny z dichlormethanu do dimethylsulfoxidu. Potencidlni biologické efekty vzork( byly
stanoveny s pouZzitim sady tii biotestd. Antiandrogenita vzork( byla detekovana pomoci transgenniho
kvasinkového modelu Saccharomyces cerevisiae (Leskinen et al., 2005), antiestrogenni potencidl
pomoci lidské bunécné linie MVLN a toxicita dioxinového typu za poufziti in vitro biotestu na bunécné
linii H4lIE-luc. Vysledky hodnoceni potencialnich biologickych efektl z této studie jsou prezentovany
v mapach ¢. 24-27:
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Mapa €. 24 Prehledova mapa odbérovych lokalit studie potencialnich biologickych efektl ve vzdusném aerosolu (PM10) a plynné frakci volného ovzdusi
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Mapa €. 25 Index antiandrogenity ve vzorcich vzdusného aerosolu (PM10) a plynné frakce volného ovzdusi v okoli Uherského Hradisté a Neratovic stanoveny
pomoci in vitro transgenniho kvasinkového modelu Saccharomyces cerevisiae; index je vyjadieny jako reciprocni hodnota koncentrace zpUsobujici 25%
inhibici odpovédi (1/1Cys) standardniho androgenu dihydrotestosteronu (1 nM). Limit kvantifikace (LOQ) pro obé frakce je 0,133 (m3/ml)?. V grafech je
uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa €. 26 Index antiestrogenity ve vzorcich vzdusného aerosolu (PM10) a plynné frakce volného ovzdusi v okoli Uherského Hradisté a Neratovic stanoveny
pomoci in vitro biotestu na bunééné linii MVLN; index je vyjadfeny jako reciprocni hodnota koncentrace zpUsobujici 25% inhibici odpovédi (1/1Czs)
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Mapa ¢. 27 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ))
ve vzorcich vzdusného aerosolu (PM10) a plynné frakce volného ovzdusi v okoli Uherského Hradisté a Neratovic stanovena pomoci in vitro biotestu
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2.6 POTENCIALNI BIOLOGICKE EFEKTY VE VELIKOSTNICH FRAKCICH VZDUSNEHO AEROSOLU NA

LOKALITACH V JIHOMORAVSKEM KRAJI S RUZNYMI ZDROJI ZNECISTENI
Céstice vzdu$ného aerosolu mensi nez 10 um jsou sice schopny proniknout do dychaciho traktu, ale
hloubka jejich praniku Uzce souvisi s jejich aerodynamickym pridmérem. Hrubé ¢astice (2,5-10 pum)
jsou zachyceny hlavné v hornich cestach dychacich a jsou nasledné z téla vylouceny. Jemnéjsi ¢astice
pronikaji hloubéji az do oblasti vymény plyn(i, kde mohou do organizmu uvolnit potencialné toxické
latky. Velikost Castic také uUzce souvisi s procesem jejich vzniku a typem polutantl, které jsou
s Casticemi asociovany. Hrubé ¢astice sestavaji z velké ¢asti z minerdlnich komponent, naopak jemné
obsahuji velké mnoiZstvi uhliku a casto obsahuji relativné velké mnozstvi organickych polutant(.

V rozmezi ¢ervence 2007 aZ Unora 2008 byl na Sesti lokalitach v Jihomoravském kraji po dobu ¢tyr
tydn(/lokalitu postupné proveden odbér vzork(l vzdusného aerosolu kaskddovym impaktorem a
plynné frakce stfedné-objemovym vzorkovacem na sorbent PUF (polyuretanovd péna). Umisténi
odbérovych lokalit je vykresleno na mapé Cislo 28. Lokality byly zvoleny tak, aby se liSily hlavnimi
zdroji znecisténi a aby zahrnovaly Siroké spektrum moznych vlastnosti vzdusného aerosolu. Lokalita
cementdrna byla znecisténa produkci cementu a spojenymi spalovacimi procesy. Hlavnim zdrojem
znecisténi na lokalité kamenolom byla pravdépodobné tézka technika, na letisti v Tufanech
zemédélstvi a doprava, na méstské lokalité v Brné doprava a lokalni topenisté, v Kyjové primysl a na
vesnici lokalni topenisté. Na kazdé lokalité byl odebran aerosol v Sesti velikostnich frakcich (7,2-10
pum; 3-7,2 um; 1,5-3 pm; 0,95-1,5 um a 0,49-0,95 um) a latky pfitomné v plynné fazi. Filtry
s odebranymi vzorky byly extrahovany dichlormethanem pomoci automatizovaného Soxhletova
extraktoru (B-811 Biichi, Svycarsko). Pro analyzu pomoci biotestd byly vzorky prevedeny
z dichlormethanu do dimethylsulfoxidu. U vzorkd byly zjistény a v mapach jsou vykresleny toxicita
dioxinového typu stanovena pomoci in vitro modelu H4lIE-/luc, antiestrogenita (bunécna linie MVLN)
a antiandrogenita (bunécna linie MDA-kb2). Vysledky ukazuji vyrazny vliv zdroje znedisténi na
distribuci polutant mezi velikostni frakce vzdusného aerosolu.
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Mapa €. 28 Piehledova mapa odbérovych lokalit studie potencialnich biologickych efektl ve velikostnich frakcich vzdusného aerosolu v Jihomoravském kraji.
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Mapa €. 29 Index antiandrogenity (vyjadreny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpUsobujici 25% inhibici odpovédi (1/1Czs) standardniho androgenu
dihydrotestosteronu, 10 nM) ve vzorcich velikostnich frakci vzdusného aerosolu v Jihomoravském kraji stanoveny pomoci in vitro biotestu na bunécné linii
MDA-kb2. Limit kvantifikace (LOQ) pro velikostni frakce PM je 0,012 (m3/ml)™. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa €. 30 Index antiestrogenity (vyjadieny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpUsobujici 25% inhibici odpovédi (1/I1Cys) standardniho estrogenu 17B-
estradiolu, 11 pM) ve vzorcich velikostnich frakci vzdusného aerosolu v Jihomoravském kraji stanoveny pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MVLN. Limit
kvantifikace (LOQ) pro vzorky velikostnich frakci PM je 0,012 (m3/ml)™.
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Mapa ¢. 31 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ))
ve vzorcich velikostnich frakci vzdusného aerosolu v Jihomoravském kraji stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-luc. Limit kvantifikace
(LOQ) pro vzorky velikostnich frakci PM a plynné faze je 0,026 resp. 0,260 pg/m3.
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2.7 POTENCIALNi BIOLOGICKE EFEKTY VZORKU VNITRNIHO PROSTREDI

Tato studie byla zamérena na vnitini prostredi budov, kde travi ¢lovék vétSinu ¢asu. Pro vzorkovani
vnitfniho prostfedi bylo vybrano osm lokalit. Vzorkované lokality zahrnuji prednaskové mistnosti
(lokalita 1, 2) a kancelafské prostory (lokalita 3, 4, 5) v aredlu Univerzitniho kampusu Masarykovy
univerzity v Brné, pro charakterizaci expozice pracujiciho ¢lovéka, ktery v téchto prostorach travi
vyznamnou ¢ast dne. Déle pak bylo vzorkovano domaci prostredi v Brné (lokalita 7) a malych obcich
Breziné (u Krtin, lokalita 6) a lvani (lokalita 8), odrazejici expozici pfevainé Zen na materské dovolené,
déti a dale pracujicich lidi, ktefi v domacim prostredi travi znacnou ¢ast ¢asu béhem dne. Do kazdé
mistnosti byly umistény 2 nizko-objemové aktivni vzorkovace s kremicitym filtrem (quartz filtr)
a sorbentem PUF (polyuretanova péna) pro odbér plynné a ¢dasticové frakce ovzdusi pro ndslednou
toxikologickou a chemickou analyzu. V zavéru kampané byly odebrany prachové castice pomoci
vysavaCe se specidlnim filtrem. Jednd se o metodu, kdy prachové castice jsou zachytavany na
vlozeném kifemenném filtru umisténém v hadici vysavale pfi vyvinuti podtlaku. Filtry byly
extrahovany pomoci dichlormethanu a upraveny pro chemickou a toxikologickou analyzu. Vzorky pro
toxikologickou analyzu byly prevedeny do methanolu a pouZity do baterie toxikologickych testd.
V ramci této studie byla na osmi lokalitdch sledovdna toxicita dioxinového typu, estrogenni aktivita,
thyroidni aktivita, antiandrogenni a antiestrogenni aktivita a cytotoxicita v bronchidlnich bunkach.
Zjisténim potencialnich biologickych efektl odebranych matric ve vnitfnim prostfedi a propojenim
této informace s kvantitativnim stanovenim polutantl je mozné docilit komplexniho pohledu na
expozici ¢lovéka. Pro detailni hodnoceni cytotoxického potencialu vzork( z vnitfniho prostiedi byla
vyuzita bunécna linie lidského bronchidlniho epitelu BEAS-2B (Ovrevik et al., 2010). Principem
hodnoceni cytotoxicity vtéchto bunkach je fluorimetrické stanoveni Zivotaschopnosti bunék
exponovanych testovanym vzorkdm (Brack et al., 2016). Pro kvantifikaci detekované antiandrogenity
a antiestrogenity byly vtéto studii nové vyuzZity modelové standardni latky se znamym
inhibiénim/antagonistickym Gc¢inkem na signélni drahu androgenniho resp. estrogenniho receptoru.
Antagonisticky Gcinek vzork(l tak bylo mozné vyjadfit jako ekvivalentni koncentraci znamého
inhibitoru (antiestrogenu ¢i antiandrogenu), ktera ma stejné Gcinky jako smés latek ve studovaném
vzorku. Antiestrogenni potencial byl vyjadifen v ekvivalentni koncentraci standardniho antiestrogenu
fulvestrantu (ICI-182,780) a antiandrogenita v ekvivalentni koncentraci standardniho antiandrogenu
flutamidu. Tento pfistup je stale castéji vyuzivan v odborné literature, protoZe poskytuje radu
prednosti. Na rozdil od indexd antagonistickych Ucink(i pouZitych v pfedchozich studiich umoznuje
vyjadreni ucink( v ekvivalentech koncentraci standardnich latek jednodussi porovnani absolutnich
hodnot ucinku, protoZe dvojndasobna koncentrace ekvivalentu inhibitoru jednoznacné vyjadfuje
dvojndsobny inhibi¢ni ucinek. Vyjadreni inhibiéniho (antagonistického) ucinku jako koncentrace
standardniho inhibitoru (antagonistické latky) tak umoznuje lepsi porovnatelnost dat mezi studiemi
vyuzivajicimi rlizné typy biotest(. Vyjadreni ucinku jako ekvivalentni koncentrace znamého inhibitoru
totiz mlze do urcité miry eliminovat rozdily v citlivosti biotest(.
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Mapa ¢. 32 Prehledova mapa odbérovych lokalit studie potencialnich biologickych efekt(l ve vzorcich
vnitfniho prostredi z rlznych lokalit v Brné a okoli.
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Mapa €. 33 Index cytotoxicity vzorkl plynné a ¢asticové frakce vnitfniho ovzdusi z osmi lokalit v Brné
a okoli stanoveny v in vitro testu na bronchidlnich burikdch BEAS-2B; index je vyjadieny jako
reciprocni hodnota efektivni inhibi¢ni koncentrace zplsobujici 20% cytotoxicitu (1/ICx). Limit
kvantifikace (LOQ) pro obé frakce je 0,2 (m3/ml)1. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa €. 34 Antiandrogenita vzork( plynné a casticové frakce vnitfniho ovzdusi z osmi lokalit v Brné
a okoli stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MDA-kb2; efekt je vyjadreny jako
ekvivalent koncentrace standardniho antiandrogenu flutamidu zpUsobujiciho 20% inhibici odpovédi
standardniho androgenu dihydrotestosteronu (0,1 nM). Limit kvantifikace (LOQ) pro obé frakce je 6
ng/m3. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 35 Antiestrogenita vzork( plynné a ¢asticové frakce vnitfniho ovzdusi z osmi lokalit v Brné
a okoli stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii HeLa9903; aktivita je vyjadiena jako
ekvivalentni koncentrace standardniho antiestrogenu fulvestrantu zplsobujiciho 20% inhibici
odpovédi standardniho estrogenu 17B-estradiolu (50 pM). Limit kvantifikace (LOQ) pro obé frakce je
15 pg/m3. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 36 Estrogenita (vyjadiend jako ekvivalentni koncentrace standardniho estrogenu
17B-estradiolu (EEQ)) vzorkl plynné a ¢asticové frakce vnitiniho ovzdusi z osmi lokalit v Brné a okoli
stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécéné linii HeLa9903. Limit kvantifikace (LOQ) pro obé

frakce je 0,134 pg/m3. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 37 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ)) ve vzorcich plynné a cCasticové frakce z osmi lokalit
v Brné a okoli stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii AZ-AHR.
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Mapa ¢. 38 Thyroidni aktivita (vyjadiend jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu
trijodtyroninu (T3EQ)) ve vzorcich plynné a casticové frakce vnitfniho ovzdusi z osmi lokalit v Brné
a okoli stanovena pomaoci in vitro biotestu na bunécné linii PZ-TR. Limit kvantifikace (LOQ) pro obé
frakce je 9 pg/m?3. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa €. 39 Index cytotoxicity vzorkl prachu z osmi lokalit v Brné a okoli stanoveny v in vitro testu na
bronchidlnich burikdch BEAS-2B; index je vyjadieny jako recipro¢ni hodnota koncentrace zpUsobuijici

20% cytotoxicitu (1/1Cx).
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Mapa €. 40 Antiandrogenita vzork( prachu z osmi lokalit v Brné a okoli stanovena pomoci in vitro
biotestu na bunécné linii MDA-kb2; aktivita je vyjadiend jako ekvivalent koncentrace standardniho
antiandrogenu flutamidu zpUsobujictho 20% inhibici odpovédi standardniho androgenu

dihydrotestosteronu (0,1 nM). Limit kvantifikace (LOQ) je 13 pg/g. V grafech je uvedena hodnota
LOQ/2.
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Mapa €. 41 Antiestrogenita vzork( prachu z osmi lokalit v Brné a okoli stanovena pomaoci in vitro
biotestu na bunécné linii HeLa9903; aktivita je vyjadfena jako ekvivalentni koncentrace standardniho

antiestrogenu fulvestrantu

zpUsobujiciho  20%

inhibici

odpovédi

standardniho estrogenu

17B-estradiolu (50 pM). Limit kvantifikace (LOQ) je 51 ng/g. V grafech je uvedena hodnota LOQ/2.
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Mapa ¢. 42 Estrogenita (vyjadiend jako ekvivalentni koncentrace standardniho estrogenu
17B-estradiolu (EEQ)) ve vzorcich prachu z osmi lokalit v Brné a okoli stanovena pomoci in vitro
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biotestu na bunécéné linii HeLa9903.
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Mapa ¢. 43 Toxicita dioxinového typu (vyjadiena jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (BIOTEQ)) ve vzorcich prachu z osmi lokalit v Brné a okoli
stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécéné linii AZ-AHR.

Aktivita dioxinového typu
na prachu

[ng/g]

57



T A
¢ R

Mapa ¢. 44 Thyroidni aktivita (vyjadrend jako ekvivalentni koncentrace standardniho ligandu
trijodtyroninu (T3EQ)) ve vzorcich prachu z osmi lokalit v Brné a okoli stanovena pomoci in vitro
biotestu na bunécné linii PZ-TR. Limit kvantifikace (LOQ) je 35,4 ng/g. V grafech je uvedena hodnota
LOQ/2.
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